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論 文 内 容 要 旨
緒言
カーネー シ ョン切 り花 は満 開後数:日目に 自己触媒 的なエ チ レン生合成 を開始
し,そ れ に伴 って花弁 の急 速 な萎れ が起 こる.ま た,カ ーネ ー シ ョン切 り花 に
お けるエチ レン生成 は,外 生 のエチ レン処理 に よって も誘 導 され る.こ の よ う
に,カ ーネー シ ョン切 り花 の老 化 には植 物ホル モ ンの一種 で あるエ チ レンが重
要 な役割 を果 た してい る.
エチ レンは高等植 物 に:おい ては レmethionine→5乙adenosyl・L-methiol血e
→1-aminocyclopropane-1-carboxylate(ACC)→eもhyleneの 経路 で生合成 さ
れ,最 後 の2つ のステ ップ はACC合 成酵素(ACS)とACC酸 化酵素(ACO)
に よって触媒 され る.ま た,エ チ レンの受容お よび受 容後 の情報伝 達 に関 して
は,シ ロイ ヌナズナ の突然 変異体 の解析か らエチ レン受容体遺伝子 を初 め と し
た情報伝 達系の因子が 明 らか に され つつ あ る.
本研究 では,カ ーネ ー シ ョン切 り花 の老化制御機構 の解 明 を 目的 と し,花 弁
にお けるエチ レン生合 成 の誘導機 構 とエ チ レン受容 体遺伝 子の発現調節 に関す
る検討 を行 った.
1.カ ー ネー シ ョン切 り花 の老化 における雌ずいの役 割
カーネ ー シ ョン切 り花 の 自然 老化 において,雌 ず い が 中心的 な役割 を果た し
てい るこ とが以前 か ら示 唆 され てきた.し か し,雌 ず いの除去 が花 弁の老 化 に
影響 を与 えない とい う報告 がい くつ か あ り,花 弁 の老化 に対す る雌 ずい の役割
は不明瞭 であった.本 研 究 では,雌 ずい の除去 方法 を改 良 し,カ ーネー シ ョン
切 り花の老化制御 にお ける雌 ずい の役割 を検討 した.ま た,雌 ず い を除去 した
花 を用いて,外 生のエチ レンお よびアブシジン酸(A:BA),オ ーキ シンの一種 で
あるイ ン ドール酢 酸(IAA),エ チ レンの前駆物質 であ るACCに よる花弁のエ
チ レン生合 成誘 導 にお け る雌ず いの関与 について検討 した.
満開時 のカーネー シ ョン切 り花 か ら雌ずい を指 で折 り取 った結果,子 房 の組
織を花托 か ら完全 に除去 す る ことがで きた(図1).こ の雌 ずい除去花 において
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は満 開後8日 目で も花弁 の萎れが認 め られ ず(図1),エ チ レン生成 は実験期間
を通 して検 出 され なか った(図2).ま た,雌 ずい除去花 の花弁 において はエチ
レン生合成系酵 素遺伝 子 ρ(匹、4(E1お よびPO凶001の 発現 は誘 導 されてい な
かった.こ れ に よ り雌ず いが花弁 のエチ レン生合成 つ ま り老化 を制御 してい る
ことが証 明 され た.
ABAお よびIAA処 理 は,コ ン トロール の切 り花 におい てはエチ レン生合成 を
誘導 し花弁 の萎れ を促進 したが,雌 ずい除去花 にお い て は花弁か らのエチ レン
生成 を誘導 しなか った(図3).ACC処 理 は,コ ン トロールの切 り花 にお いて
は多量のエ チ レン生成 と急速 な花弁の萎 れ を引き起 こ したが,雌 ず い除去花 に
　
おいては少 量 のエ チ レン生成 とわずかな花弁 の萎れ を引 き起 こ しただ けだった
(図3).こ れ に対 し,エ チ レン処理は,雌 ずい除去 花 におい て もコン トロール
の切 り花か らと同様 に花 弁のエチ レ'ン生合成 を誘導 した(図4).こ れ らの結果
か ら,雌 ず い がエ チ レンを介 して花弁のエ チ レン生合成 を制御 してい る こ と,
また外生のABA,IAAお よびACCは 雌 ずい に対す る作用 を介 して花弁 のエチ
レン生合成 を誘導 してい る ことが明 らかに され た。
2.カ ーネー シ ョンのエチ レン受容体遺伝子 のク ロー ニ ング
エチ レン受容体 は原核 生物の二成分制御 系の構成 要 素 と相 同性 を示 し,エ チ
レンの受 容 に働 くエ チ レンセ ンサー領域 お よび 自己 リン酸化活性 を持つ ヒスチ
ジンキナ ーゼ領域,レ スポ ンス レギュ レー ター領域 か ら成 るlC末 端側 の レス
ポ ンス レギュ レー ター を持 た ない タイプの受 容体 もあ る。 また,シ ロイ ヌナ ズ
ナ と トマ トにおいて は5種 のエチ レン受容体遺伝子 が単離 されてお り,遺 伝子
ファミリー を形 成 してい る ことが知 られ てい る.本 研 究で は,カ ーネ ー シ ョン
にお けるエ チ レン感 受性(反 応性)の調節 に関す る検討 を行 うこ とを 目的 とし,カ
ーネーシ ョンか らエチ レン受容体遺伝子 を単離 した .
老化初期 のカーネー シ ョン花弁か ら抽出 した全RNAを 鋳型 とし,シ ロイヌナ
ズナ と トマ トのエ チ レン受容体遺伝 子の保 存領域 を参 考 に作成 したプ ライマー
を用いてRT-PCRを 行 った.さ らに,得 られ たcDNA断 片の塩 基配列 を基 に5'
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及 び3RAC:Eを 行 い,全 長2353塩 基対 の塩基配列か ら成 る 、00L朋S2を 得 た.
本研究 で得 られ た 刀0照2は,630残 基 のア ミノ酸 か ら成 るポ リペ プチ ドを
コー ドしてい る と推定 され た.推 定 ア ミノ酸配列 は,シ ロイヌナズナのエチ レ
ン受容 体で あ るETR1お よびERS1と お よそ70%一 致 した.DC一:ERS2タ ンパ
ク質 は,エ チ レン受容体 に高度 に保存 されてい る3つ の膜 貫通領域 と,ヒ スチ
ジ ンキナ ーゼ の5つ のモチー フを持 ってお り,カ ーネー シ ョンのエチ レン受容
体 の一つ と推 察 され た(図5).ま た,DC-ERS2は,C末 端側 の レス ポンス レ
ギュ レー ター領域 を持 たないタイプの受容体で あった.
3.カ ー ネー シ ョンのエチ レン受容体遺伝子の発現解析
現在 まで にカーネー シ ョンか らは,3種 のエチ レン受容体遺伝子(刀6乙 配51,
刀0磁S2,刀6四7四1)が 得 られ てい る.本 研 究で は,カ ーネ ーシ ョン切 り花
の老化時 におけ るエチ レン受容体遺伝子の発現様式 を解析 した.
00・・醜S2は,花 弁で は満開時 にすでに発現 してお り,老 化後期 に発 現量が減
少 した(図6,7).こ れ に対 し,子 房では花 の老化(子 房 の発達)に 伴 って発現
量 がわず か に増 加 した.花 柱 にお いては実験 期間 を通 して顕著 な発現量 の変化
は認 め られ なか った(図6).」06臨 丑脇1は 、06L、照2と ほ1ま同様 な発 現様 式を
示 し,花 弁 では老化後期 に減少 したが,子 房 と花柱 では変化 しなか った(図6).
η0照2と 、00刃7四1は 葉 と茎 において も発現 してい た.刀OL螂1は 供試 し
たす べての組 織 において検 出 され なかった.こ の こ とか ら,カ ーネー シ ョン切
り花 では主 に 刀(渇照2と06四 狸1が エチ レンの受容 にはた らいてお り,ま
た,こ れ らの遺伝子 は器 官特異 的 に発 現が調節 されて い る と推察 され た.エ チ
レン生合 成系 酵素 の遺伝子(刀 α4α ∋7,刀6岨001)は エチ レン生成速度 の増
加 と同調 して発現 が誘導 され ていた(図6).
エ チ レン受容 体 の存在 量 とエ チ レン感 受性(反 応 性)と の関係 にっ いては,
遺伝子組 み換 えに よ りエチ レン受 容体遺伝 子の発 現量 を増 加 または減少 させ た
トマ トの解 析 か ら,エ チ レン受容 体の量が減 少す る とエ チ レンに対す る反応性
が高ま り,逆 にエ チ レン受容体 が増加 す る とエチ レンに対す る反応性 が低 くな
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る と考 え られてい る.カ ー ネー シ ョン花弁 にお いて は,老 化 時にエチ・レン受容
体遺伝子 の発現量 が減少す るこ とか ら,エ チ レン受容 体 の量 を減 らす こ とで エ
チ レンに対す る反応性 を高 めてい るもの と推察 され る.
満 開時のカーネー シ ョン切 り花 に10皿r1の エ チ レンを処理 した結果,花 弁 に
お けるエ チ レン生合成が誘 導 され,萎 れが促進 された.こ の時,、00凶 α蒐 お よ
び 刀0』、4001の 発 現が誘導 され た(図8).こ れ に対 して,00詔S2お よび
、00丑 脇1の 発現量 に変化 は認 め られ なかった.刀 σ、齪 β7は 実験期間 を通 して
検 出 され なかった(図8).こ の こ とは,刀0照2お よび 、0σ」醐E1の 発現調
節 にエチ レンが関与 してい ない こ とを示 してい る.ま た,カ ーネー シ ョン切 り
花 の鮮度保持剤 であ る1,1・dimethyl・4一(phenylsuhibnyl)se血carbazide(DPSS)
・.,処 理 に よ り,エ チ レン生合 成 を抑 制 した花 弁 にお い て も,、00騰2お よび
06四 解1の 発現量 は老化 が進 む に伴 い減 少 した.こ れ らの ことは,カ ーネー シ
ョン花弁 の老化 時 にお けるエチ レン受容体遺伝 子 の発現 量 の減少が,エ チ レン
によって制御 されてい るので はない こ とを示唆 してい る.
まとめ
本研 究 は,カ ーネ シ ョン切 り花 のエ チ レンに よる老化 制御機構 の解 明 を 目的
として行 った.満 開時 のカーネ ー シ ョン切 り花 か ら雌 ずい を除去 した結果,花
弁 か らのエチ レン生成 が完 全 に抑 制 され 萎れ が起 こ らなか った.こ れに よ り雌
ず いが花弁 のエチ レン生合 成つ ま り老化 を制御 して い る ことが証明 され た.雌
ず い除去花 に,エ チ レン生合成 を誘導す る こ とが知 られ てい るアブ シジン酸 お
よびオーキ シン(IAA),エ チ レンの前駆物質で あ るACC,エ チ レンを処理 した
結果,花 弁 か らのエチ レン生成 を誘導 した のはエチ レンのみで あった.こ れ に
よ り雌ず いがエチ レンを介 して花弁 のエチ レン生合成 を誘 導 してい るこ とカミ明
らかにされた.
カーネー シ ョンのエ チ レン受容体遺伝 子の一つで あ る 刀6L、脇 ε2を 単離 した.
カーネー シ ョンにおいて現在 得 られ てい る3種 のエ チ レン受容 体遺伝子(刀0
、脇 β1,刀6L螂 易1)ひ 、醐R1)に つい て花 の老化過程 にお ける発現解析 を行 っ
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た結果,花 弁 にお ける 刀6L、醜S2お よび0σEZ醍 遺伝 子 の発現:量は老化に伴
って減少 した.
本研究 で得 られ た結果 を総合 し,カ ーネー シ ョン切 り花のエ チ レンに よる老
化制御 に関 して以 下の よ うなモデル を構築 した.ま ず,雌 ずい にお いてアブ シ
ジ ン酸やオー キシ ンあるい はそ の他 の内生要 因に よ り雌 ずい にお け るエチ レン
生合 成が誘 導 され る.そ して,雌 ず いで生合成 され たエチ レンは拡散性 のシ グ
ナル として花弁 で感 受 され る.こ の時,花 弁 ではエ チ レン受容 体 の存在 量が減
少 してお り,エ チ レンに対す る反応性 が高まってい る.エ チ レン受容 の結果,
花 弁 にお けるACC合 成酵素お よびACC酸 化酵素の発現 が誘 導 され 自己触媒 的
なエチ レン生合 成が開始 し,花 弁 は急速 に萎れ る(図9).
この よ うに,カ ーネ ーシ ョン切 り花では,エ チ レンの生合 成 と感 受性 の両方





























































図2.雌 ず い除 去 花 か らの エチ レン生 成.
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図6.カ ーネ ー ション切 り花 か らのエチ レン生 成
(A)と エチ レン受 容 体(0σ ・ERS7,DO・ εRS2,
Dσ ・E7Rの お よび エチ レン生 合 成 系 酵 素 遺 伝 子
(DC≒ACSf,DC・ACOの の 発 現(B).D(ンACτ7,
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論 文 審 査 結 果 要 旨




満開時のカーネーション切 り花から雌ずいを除去 した結果,花 弁からエチレン生成が完全に抑制 され
萎れが起こらなくなった。これにより,雌 ずいが花弁のエチレン生合成つまり老化を制御 していること
が証明された。さらに,雌 ずい除去花に,カ ーネーション切 り花のエチレン生合成を誘導することが知
られているアブシジン酸(ABA)お よびオーキシン(IAA),エ チレンの前駆物質であるACC,エ チレ
ンを処理 した結果,花 弁からのエチレン生成を誘導 したのはエチ レンのみであった。これにより,雌 ず
いがエチレンを介 して花弁のエチレン生合成を誘導 していることが示唆 された。




朋S1は,供 試 したすべての組織で発現が認め られなかった。以上のことから,カ ーネーション切 り花





さらに,エ チレン受容体遺伝子の発現解析から,カ ーネーション切 り花では,エ チレン生合成に加えエ
チレンに対する感受性を調節することで花の老化を巧みに制御 していることを示唆 した。よって,審 査
員一同は本論文は博士(農 学〉の学位を授与するに値する内容であると判定 した。
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